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Zusammenfassung 

 

Titel: Eine methodenkritische Studie zum histochemischen Nachweis der Apoptose mittels 

TUNEL im Hodengewebe der Wistarratte 

Ziel: Ziel dieser Arbeit war es, eine kritische Studie über die Aussagefähigkeit der TUNEL-Methode 

anzufertigen um im Weiteren eine Empfehlung über den Grad der Effektivität dieser Methode und 

über die Apoptose-Darstellungsmöglichkeiten in Hodengewebe der Wistarratte zu formulieren. 

Schwerpunktmäßige soll hier der Einfluss der drei verschiedenen Fixierungen (Bouin, Perjodat-

Lysin-Paraformaldehyd, Paraformaldehyd) auf die Qualität der Befunderhebung bei der TUNEL-

Methode untersucht werden. 

Material und Methoden: Es wurden Wistarratten der Alterstufen 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 und 

100 pnd sowie zwei Jahre alte Tiere verwendet. Die Hoden wurden in Bouin’scher Lösung, 

Paraformaldehyd-Lösung und PLP-Lösung fixiert. Die Apoptose sollte mittels TUNEL nachgewiesen 

werden. Zur besseren morphologischen Darstellung der testikulären Strukturen wurde ergänzend 

mit Hämalaun und PJS gefärbt. In den Negativkontrollen wurde die Enzymlösung durch 

Labellösung ersetzt. Es erfolgte eine lichtmikroskopische Auszählung aller positiven Reaktionen 

der tubulären und interstitiellen Zellen. 

Befunde: Die Befunde nach der Fixierung mit Bouin weisen bei guter morphologischer Qualität der 

Schnitte neben spezifischen nukleären Anfärbungen apoptotischer Zellen auch scheinbar 

unspezifische plasmatische Reaktionen der tubulären und interstitiellen Zellen auf. PLP-fixierte 

Präparate zeigen bei einer zufriedenstellenden Morphologie auch ein sicher reproduzierbares 

Färbeverhalten. Die apoptotischen Zellkerne weisen die gewünschte positive nukleäre Reaktion 

auf. Plasmatische oder interstitielle Farbreaktionen finden sich nicht. Ein ähnliches Färbeverhalten 

findet sich auch in den Paraformaldehyd-fixierten Präparaten. Jedoch ist die morphologische 

Qualität der Schnitte deutlich schlechter als in den beiden anderen Fixierungen. Es kommt zu 

ausgeprägten Schrumpfungsartefakten sowohl der Tubuli als auch der Zellen selbst. 

Nebenbefundlich fielen in allen drei Fixierungen auch Zellen in der Zellteilung mit positiven 

nukleären Reaktionen auf. 

Schlussfolgerungen:  

1. Die TUNEL-Methode sollte nicht als einzige Methode oder als Hauptmethode zum Nachweis der 
Apoptose in morphologischen Untersuchungen verwendet werden. Die Anwendung der TUNEL-
Methode kann somit nur als ergänzendes Nachweisverfahren in Betracht gezogen werden.  

2. Die Auswahl der Fixierungsmethode ist maßgebend für die Befunderhebung. Dies bedeutet auch, 
dass die Befunde aus einer Studie nicht auf eine andere Studie übertragen werden können. Dieser 
Aspekt kann die Anwendbarkeit der TUNEL-Methode erheblich einschränken.  

3. Der gemeinsame Befund in allen drei Fixierungen über die Anzahl der nukleären Reaktionen in 
den Zellen der Tubuli seminiferi zwischen dem 15. und 35. Postnataltag deutet auf eine gesteigerte 
Apoptose dieser Zellen in der postnatalen Phase hin. Darüber hinaus erlauben die Befunde keine 
weitere Feststellung zur altersabhängigen Änderung im Apoptoseverhalten der testikulären Zellen. 
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Liste der Abkürzungen 
 

Abb.   Abbildung 

AIF   apoptosis inhibiting factor – apoptosehemmender Faktor 

ALC   adulte Leydig Zellen 

Aqua bidest.  Aqua bidestillata 

ATP   Adenosintriphosphat 

Bcl   Onkoproteine aus der B-Zell-Lymphom-Reihe 

BAK   Protein im Endoplasmatischen Retikulum 

BAX   mitochondriales Protein 

Converter POD  Antifloureszenz-Antikörper 

DAB   Diaminobenzidin 

DD   Todesdomäne 

DePeX   Eigenname für Präparat zum Eindecken der Schnitte 

DISC death inducing signaling complex – Apoptose induzierender 

Komplex 

DNA   Desoxyribonucleinsäure 

ER   endoplasmatisches Retikulum 

Fab-Fragmente Teile von Immunglobulinen  

FADD   Fas associated death domain – Fas-assoziierte Todesdomäne 

Fas   membranständiger Rezeptor 

FLC   fetale Leydig Zellen 

FLIP Fas-linked inhibiting protein – Fas-gebundenes hemmendes Protein 

FSH   Follikelstimulierendes Hormon 

HGF   Hepatocyten-Wachstumsfaktor 

IAP   inhibitor of apoptosis protein – Apoptose hemmendes Protein 

mRNA   mitochondriale Ribonucleinsäure 

PBS   Phosphat buffered Saline 

PJS   Perjodsäure-Schiffsreagenz 

PLP   Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd 

pnd   postnataler Tag 

PTP   Permeabilität mitochondrialer Poren 

RNA   Ribonukleinsäure 

SMAC small mitochondrial activator of apoptosis – kleiner 

mitochondrialer Aktivator der Apoptose 

SOD silencer of death domain – Teil der Todesdomäne 

TGF transforming growth factor 

TNF Tumornekrosefaktor 

TUNEL terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick 

end labeling 

TVA   Tierversuchsanstalt der Universität Düsseldorf 
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1. Einleitung 

 

1.1 Vorgang der Apoptose  

Die Apoptose ist eine Form des Zelltodes mit einem programmierten 

Zelluntergang. Sie tritt physiologisch auf, ist aber auch in die Pathogenese 

zahlreicher Erkrankungen wie die Tumorentstehung oder neurodegenerative 

Prozesse, wie zum Beispiel die Alzheimer Erkrankung, in Form von 

Fehlregulationen involviert (Strasser et al. 2000).  

Physiologisch tritt Apoptose (wörtlich „herabfallen“ der Zellfragmente) bei 

Differenzierungsprozessen in der Embryonal- und Fetalentwicklung auf. Sie ist 

durch selektive Eliminierung maßgeblich an der Organentwicklung beteiligt 

(Furtwangler et al. 1985). Zudem spielt sie eine entscheidende Rolle bei der 

Erhaltung des Gleichgewichtes von Zellproliferation und dem Untergang von 

Zellen, wie zum Beispiel bei den zellulären Blutbestandteilen (Golstein et al. 1991). 

Auch immunologisch kommen apoptotische Prozesse zum Tragen, bei der 

Elimination von infizierten oder geschädigten Zellen, die eine Veränderung der 

DNA aufweisen (Li et al. 2013). Saraste (1999) schätzte die Dauer der Apoptose an 

Herzmuskelzellen auf ca. 12 bis 24 Stunden, wobei sich morphologisch 

nachweisbare Veränderungen bereits binnen von ca. 2 Stunden einstellten. 

Die Apoptose wird im Rahmen von Involutionen genetisch gesteuert und kann 

auch hormonabhängig ablaufen, wie zum Beispiel beim Menstruationszyklus. 

Wachstumsfaktoren hemmen diesen Prozess, Nekrosefaktoren und einige 

Hormone induzieren ihn (Gao et al. 2003, Hikim et Swerdloff 1999). Auch äußere 

Einflüsse wie Tageslichtdauer, Sauerstoffmangel, Paarungszeiten, 

Stoffwechsellage, Stress oder Umgebungstemperatur spielen eine Rolle (Blottner 

et al. 1999, Bustamente-Marin et al. 201 2, Erkkilä et al. 2006, Erkkilä et al. 2003, 

Ozawa et al. 2002, Vera et al. 2004, Young et al. 2001). Die Apoptose kann aber 

auch medikamentös induziert werden wie zum Beispiel in der Onkologie, wo ein 

programmierter Zelluntergang der Tumorzellen gezielt herbeigeführt wird 
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(Sukhotnik et al. 2013).  Ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung von anderen 

Abbauprozessen ist das Ausbleiben einer lokalen Entzündungsreaktion. Die 

Apoptose kann über zytoplasmatische Wege aber auch rezeptorvermittelt 

ausgelöst werden. Die Abbildung 1 gibt einen schematischen Überblick über die 

Apoptosesignalwege und den beteiligten Zellstrukturen. Hierbei sind in erster 

Linie die Mitochondrien (Kroemer et Reed 2000) und das endoplasmatische 

Retikulum (Rudner et al. 2002) zu nennen. Auch die TNF-Rezeptoren-Familie ist in 

Form von Todesrezeptoren involviert (Celik et al. 2013, Daniel et al. 2001, de Vries 

et al. 2006). 

Eine Möglichkeit der mitochondrialen Apoptoseinduktion ist die Gruppierung von 

Mitochondrien um den Zellkern herum. Durch BAX, ein mitochondriales Protein, 

erfolgt ein Einstrom von Zytosol und Elektrolyten, wodurch es zu einem 

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials kommt. Hierbei kommt 

es zu einer Komplexbildung aus Cytochrom c, Procaspase 9, ASP und APAF-1, 

wodurch die Procaspase zur aktivierten Caspase 9 gespalten wird. Dadurch 

werden mittels limitierter Proteolyse sogenannte Effektorcaspasen aktiviert. Hier 

sind insbesondere Caspase-3, -6 und -7 zu nennen. Im weiteren Verlauf wird die 

Zellmembran fragmentiert. Die Atmungskette bricht zusammen, wodurch der 

Energiestoffwechsel zum Erliegen kommt und die Mitochondrien und in Folge 

auch die gesamte Zelle zerstört wird (Kroemer et Reed 2000, Strasser et al. 2000). 

Zudem können Mitochondrien noch andere Faktoren freisetzen, die zur Apoptose 

führen. Dazu zählen die Caspase-Aktivatoren SMAC (small mitochondrial activator 

of apoptosis), heat-shock-Proteine, Endonukleasen, und AIF (apoptosis inducing 

factor). 

Weitere Möglichkeiten der Initiierung von Apoptose über die Mitochondrien 

werden über die Bcl-2-Familie vermittelt.  

 

 



 
10 

 

 Abbildung 1: Apoptosesignalwege (nach Daniel et al., 2003)  

 

 

 

 

Anmerkung: Mitochondrien: Die Aktivierung von Bax führt zur Bildung eines 

Apoptose induzierenden Signalkomplexes (DISC death inducing signaling 

complex) und zur Aktivierung von Initiatorcaspasen, Caspase-9. ER 

(Endoplasmatisches Retikulum): Bak ist im ER lokalisiert und kann bei ER-

Stress (UPR, unfolded protein response) Apoptose induzieren. Death 

Receptor (Todesrezeptor): Der durch den entsprechenden Liganden 

aktivierte Todes-Rezeptor (Death-Receptor) induziert einen zytosolischen 

DISC aus Adapterproteinen, z.B. FADD und Procaspase-8, die Apoptose 

auslösen. Die Signalwege können durch verschiedene Inhibitoren gehemmt 

werden: durch Bcl-2, CARD-9 Caspaserekrutierungsdomäne 9, SOD silencer of 

death domain, FLIPS kurze Spleissvariante von Fas-linked inhibitory protein, 

FADD Fas-associated death domain, IAP inhibitor of apoptosis protein und 

FLIPL lange Spleissvariante von Fas-linked inhibitory protein. 

 

 

 

http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/schelwies-katharina-2004-11-19/HTML/Schelwies_html_m2b331ab6.jpg
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1.1.1 Bcl-2-Familie 

Bei den Proteinen der Bcl-2-Familie handelt es sich um Onkoproteine, die dem B-

Zell-Lymphom entstammen und entsprechend ihrer Funktionen und 

Domänenstrukturen in 3 Gruppen eingeteilt werden können. Einige haben isoliert 

eine rein anti-apoptotische Wirkung, wie zum Beispiel Bcl-2 und Bcl-x. So ist 

beispielsweise die Wirkung von Bcl-2 abhängig von dem Verhältnis der Bcl-2/Bcl-

2-Homodimeren zu Bcl-2/BAX-Heterodimeren (McDonell et al. 1996).  Sie können 

aber auch, wenn sie in bestimmten Komplexen auftreten, diese induzieren. Daniel 

et al. (2003) zeigten, dass Bcl-2/Bcl-X die Apoptose induzieren kann. Bcl-2 kann an 

Proteine binden, die aus mitochondrialem BAX und BAK aus dem 

endoplasmatischen Reticulum Komplexe bilden, die zu einer Freisetzung von 

Cytochrom C und ATP in das Zellplasma führen, wodurch der Energiestoffwechsel 

der Zelle empfindlich gestört wird (Jürgensmeier et al. 1998). Durch Bcl-2 kann 

dies wiederrum gehemmt werden (Yang et al. 1997). Dass BAX für die Apoptose im 

Hoden ebenfalls eine Rolle spielt, zeigten Russell et al. (2002) sowie de Rooij 

(2001). 

1.1.2 Fas-Rezeptor/Fas-Ligand 

Eine andere Möglichkeit den Zelluntergang einzuleiten, führt über bestimmte 

membranständige Liganden-Rezeptor-Komplexe, die auch als Todesliganden und 

Todesrezeptoren bezeichnet werden. Die Nomenklatur ist etwas unübersichtlich, 

da die Entdeckung von identischen Substanzen, die das Wachstum von Tumoren 

hemmen, zeitgleich auf verschiedenen Kontinenten erfolgte. Somit existieren 

neben FAS noch die Bezeichnungen APO 1 und als internationaler Namen CD95.  

Die Rezeptoren der TNF-Familie sind membranständige Rezeptoren mit 

extrazellulären Domänen. Der Ligand befindet sich extrazellulär und bindet an 

einen dreiteiligen membranständigen Rezeptor. Der intrazelluläre Teil ist für die 

Initiierung der apoptischen Abbauprozesse verantwortlich, wie Itoh et Nagata 

(1993) sowie Tartaglia et al. (1993) zeigen konnten. Nagata et Golstein (1995) 

bestätigten, dass dies zur Aktivierung von Tumor-Nekrose-Faktor Alpha führt, 
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wodurch weitere Proteinasen aktiviert werden, die die Apoptose bedingen. Am 

Hoden konnte dies durch Celik et al. (2013) nachgewiesen werden. 

Bei Ligandenbindung wird eine Trimerisierung des Rezeptor initiiert, so dass der 

intrazelluläre Teil mit der sogenannten Todesdomäne (DD - Death domain), 

welche Signalkaskaden in Gang setzt, die zur Apoptose führen, aktiviert wird. 

Hierbei kommt es zu einer Rekrutierung von Adapterproteinen, zum Beispiel von 

FADD (Fas associated death domain) im TNF-R1- und CD/95-Fas-Signalweg. Die 

Adapterproteine werden von Caspasen, sogenannten Initiator- oder Procaspasen, 

zu aktiven Caspasen gespalten. Der Hauptvertreter der aktivierten Caspasen im 

CD95/Fas-Signalweg und im TNF-1-Rezeptorvermittelten Zellabbau ist Caspase 8. 

Aktuell sind als Todesrezepteren der TNF-Rezeptor (TNF-R1), CD95/Fas, TRAIL-

Rezeptor DR3 und DR 6 sowie die  TRAIL-Rezeptoren 4 und 5 bekannt.  

Zudem gibt es eine Reihe von Proteinen, die regulatorisch in den programmierten 

Zelluntergang eingreifen oder diesen auch initiieren können, wie die Inhibitoren 

der apoptotischen Proteine oder p53. 

1.1.3 IAP 

IAP sind Inhibitoren der apoptotischen Proteine, die aktivierte Caspasen hemmen 

können und somit als Regulatoren der Apoptose einzuordnen sind (Takahashi et 

al. 1998, Salvesen et Duckett 2002). Sie entstammen dem Baculovirus und 

verfügen über verschieden funktionelle Einheiten, wodurch sie spezifische 

verschiedene Caspasen inhibieren können (Srinivasula et al. 2001). Caspase 9 wird 

durch BIR 3 und Caspase 3 und 7 werden durch  BIR 2 gehemmt (Srinivasula et al. 

2001, Verhagen et al. 2000).  

1.1.4 p53 

P53 ist ein Protein, welches physiologische Prozesse, wie die Zellproliferation, 

steuert. Es ist in der Lage sequenzspezifisch an doppelsträngige DNA zu binden 

und somit die Replikation und Transkription zu regulieren (Donehewer et Bradley 

1993). Werden im Rahmen dieser Prüfprozesse Schäden oder Fehler festgestellt, 
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steigt der intrazelluläre p53-Spiegel und es kommt zu einer Arretierung des 

Zellzyklus in der G1-Phase, so dass ein Übertritt in die S-Phase nicht möglich ist 

und der Schaden repariert werden kann. Sollte dieser irreparabel sein, wird der 

Zelluntergang eingeleitet. Vaseva et al. (2012) zeigten an Hirnpräparaten, dass p53 

aber auch in Nekrose-Prozesse eingebunden ist.  Als Sensor für oxidativen Stress 

kommt es im Rahmen von Ischämien zu einem Anstieg der p53-Konzentration in 

den Mitochondrien und zu einer erhöhten Permeabilität der mitochondrialen 

Poren (PTP) und zur Komplex-Bildung mit Cyclophorin D. Diese p53-CypD- 

Komplexe lassen sich besonders in ischämischen Präparaten nachweisen und 

werden als Indikator für durch oxidativen Stress induzierte Nekrose interpretiert. 

Gemeinsam ist allen Wegen die gleiche Endstrecke: Aktivierte Effektorcaspasen -3, 

-6 und -7 aktivieren weitere Proteasen wie Calpaine und Kathepsine, die zur 

Zerstörung des Zytoskeletts führen. Außerdem werden die Membran des Zellkerns 

und weitere Zellorganellen abgebaut. Es kondensiert das Heterochromatin zu 

großen Schollen (Mikronuclei). Da die Mitochondrien in diese Kaskaden 

eingebunden sind und ebenfalls zu Grunde gehen, bricht der Energie-Stoffwechsel 

der Zellen zusammen, sie schrumpfen und es werden Zytoplasmafragmente 

abgetrennt, sogenannte apoptotische Körper, welche im weiteren Verlauf von 

Gewebsmakrophagen phagozytiert werden. Diese werden durch 

Oberflächenmarker wie Phosphatidylseringruppen und Lipidbotenstoffe aktiviert 

(Lauber et al. 2003). 

1.1.5 Nekrose 

Die Apoptose ist abzugrenzen von einer Nekrose, die auf eine nicht zu 

reparierende exogene Schädigung zurückzuführen ist und durch folgende 

Abbauprozesse charakterisiert wird: Zellschwellung, Denaturierung der 

zytoplasmatischen Proteine, Zerstörung der Zellorganellen und Veränderung der 

nukleären Morphologie auf Grund eines unspezifischem Abbaus der 

Erbgutinformationen. Morphologisch zeigt sich initial eine verstärkte Basophilie, 

die im Verlauf durch Abbau der plasmatischen Strukturen in eine ausgeprägte 

Eosinophilie übergeht. Nekrotische Abbauprozesse führen zu einer 
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Entzündungsreaktion des umgebenden Gewebes mit Einwanderung von 

Lymphozyten und Makrophagen. 

 

1.2 Apoptose im Hodengewebe 

In der Literatur ist der Vorgang der Apoptose im Hodengewebe in zwei Zelltypen 

eindeutig nachgewiesen: erstens in Spermatogenese-Zellen, insbesondere in den 

Spermatogonien und Spermatozyten und zweitens in den Leydig-Zellen (Assinder 

et al. 2007, Morales et al. 2007). 

Leydig-Zellen sind hormonproduzierende Zellen des Interstitiums, die sich teils in 

Clustern teil singulär zwischen den Tubuli seminiferi befinden.  Laut Haider et al. 

(1983) sind die FLC nach dem 25 pnd lichtmikroskopisch nicht mehr 

nachzuweisen. Demgegenüber stehen die adulten Leydig-Zellen (ALC), die sich aus 

peritubulären und perivaskulären Fibroblasten entwickeln (Haider 2004, Haider et 

al. 1995, Mendis-Handagama et Ariyaratne 2001). Etwa ab dem 35. postnatalen 

Tag produzieren die adulten Leydig-Zellen Testosteron. Sie sind groß, azidophil 

und haben einen hellen rundlichen Zellkern.  

Es ist wiederholt nachgewiesen worden, dass zwischen dem 15 und 25 

Postnataltag (pnd) ein signifikanter Rückgang der FLC zu verzeichnen ist (Haider 

et al. 1986). Die Ursache dieses Prozesses und die genauen Abläufe sind nach wie 

vor unklar. Auch Morales et al. (2007) zeigte, dass zwischen dem 14 und 20 pnd 

eine deutlicher Anstieg von apoptotischen Zellen zu beobachten ist, begleitet von 

einer geöffneten Blut-Hoden-Schranke. Ob diesbezüglich ein kausaler 

Zusammenhang besteht, ist ungeklärt. Die Arbeitsgruppen um Kerr und Knell 

(1988)  sowie um Ariyaratne et al. (2000) sind hingegen der Meinung, dass die FLC 

weiterhin existieren und an der Produktion der steroidalen Hormone beteiligt 

sind. 

Zudem kann Apoptose von Keimzellen auch durch Hormone wie zum Beispiel 

Östrogene ausgelöst werden, wie Assinder et al. (2007) und Simoes et al. (2013) 
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zeigten. Del Bravo et al. (2007) sowie Ricci et al. (2012) bestätigten eine 

modulierende Rolle des HGF (hepatocyte growth factor) auf die Apoptose bzw. 

Differenzierungsvorgänge in fetalen Leydig Zellen der Maus. Auch die Blockade 

von Hormonen kann Apoptose auslösen, wie Yao et al. (2012) zeigten. Sie wiesen 

nach, dass FSH-Autoantikörper ebenfalls zu einem Anstieg von Apoptose in 

Keimzellen führen. Ruwanpura et al. (2008) bestätigten dies und stellten eine 

gesteigerte Keimzellapoptose in Zusammenhang mit einer unterdrückten FSH-

Freisetzung fest.  Olaso et al. (1998) wiesen unter anderem den Einfluss von TGF 

auf die Apoptose im Hoden nach. 

Auch Temperaturerhöhungen können in Rattenhoden zu einer Steigerung der 

Apoptose führen. Dies konnten Hikim et al. (2003) über einen Anstieg der 

Caspasen 9, 3, 6 und 7 nachweisen. Weiterhin stellte die Gruppe fest, dass der 

Todesrezeptorweg über die Fas-Liganden/Fas-Rezeptoren durch eine erhöhte 

Temperatur nicht aktiviert wurde. Die Gruppe um Young und Nelson (2001) zeigte 

an Nerzen, dass auch eine Abnahme der Tageslichtdauer zu einem signifikanten 

Anstieg des programmierten Zelltodes führt. Young et al. (2001) bestätigten dies 

an Mäusen. Eine saisonale Abhängigkeit konnten Blottner et al. (1999) 

nachweisen. Dass eine Aktivierung der Caspase 3 für die Apoptose im 

Hodengewebe notwendig ist, bestätigten Kim et al. (2000). 

Die Datenlage bezüglich des testikulären Vorkommens von Bcl-2 ist zum Teil sehr 

widersprüchlich. Rodriguez et al. (1997) fanden in Mäusen kein Bcl-2. Woolveridge 

et al. (1999) hingegen konnten in Keimzellen einen Anstieg von Bcl-2 bei 

Testosteronmangel feststellen. 

Auch bezüglich der Todesrezeptoren sind die Befunde sehr heterogen. So befinden 

sich im Hoden von Mäusen die Fas-Rezeptoren in den Keimzellen und die Sertoli-

Zellen verfügen über den Fas-Liganden (Lee et al. 1997, Pentikainen et al. 1999). In 

Ratten konnte eine derartige räumliche Separation nicht nachgewiesen werden. 

Hier verfügen sowohl die Sertoli-Zellen als auch die Spermatiden und pachytänen 

Spermatozyten über Fas-Liganden und Fas-Rezeptoren (Woolveridge et al. 1999). 
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Rotter et al. (1993) zeigten, dass sich im Rahmen der Apoptose in Hodengewebe 

p53 als p53mRNA besonders in Spermatiden und Spermatocyten findet. Die 

Spermatogonien verfügen über das isolierte Protein p53. 

 

1.3 Morphologische Nachweismethoden der Apoptose 

 

1.3.1 Elektronenmikroskopische Kriterien zur Feststellung der 

Apoptose 

Zu den elektronenmikroskopischen Merkmalen der Apoptose gehören neben der 

zytoplasmatischen Kondensation auch die Verdichtung  des Chromatins. Ebenso 

können die sich abschnürenden Membranausstülpungen (Blebbing) und die 

daraus resultierenden Vesikel sehr gut dargestellt und untersucht werden. Weitere 

wichtige Kennzeichen der Apoptose sind: starke Kondensierung zur Präzipitierung 

des Chromatins an der Kernmembran, Entstehung von membranbegrenzten 

Zellfragmenten (= Aptoptosekörper = „ apoptotic bodies“) (Lüllmann-Rauch, 

2006).  

 

1.3.2 Immunhistochemie 

Für den visualisierten Nachweis von Apoptose steht eine Reihe von Methoden zur 

Verfügung, wie zum Beispiel Immunhistochemie. Hierzu gibt es eine Reihe von 

Nachweissets, die spezifisch einzelne in die Apoptose involvierte Proteine wie Bcl-

2, BAX oder zahlreiche Caspasen aber auch DNA-Fragmente nachweisen können. 

Der Nachweis von DNA-Fragmenten  kann zum Beispiel über die TUNEL-Methode 

erfolgen. 
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1.3.3 TUNEL-Methode 

Die TUNEL-Methode zählt zu den immunhistochemischen Nachweisverfahren des 

programmierten Zelltodes und wurde erstmals 1992 von Gavrieli et al. 

durchgeführt. Sie dient der Darstellung apoptotischer Zellkerne, wobei DNA-

Fragmente farblich markiert werden. TUNEL steht für TdT(Terminal 

desoxynucleotidyl transferase)-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling. Im 

Rahmen des programmierten Zelltodes wird der DNA-Strang fragmentiert und an 

den Bruchenden werden Hydroxylgruppen frei. Diese können mittels der 

terminalen Desoxynucliotid-Transferase mit markierten Nukleotiden versehen 

und anschließend mit diversen Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Die 

Auswertung kann je nach verwendetem Farbstoff mit dem Floureszenz- oder auch 

mit einem Lichtmikroskop erfolgen. In der hier dargestellten Versuchsreihe wurde 

ein lichtmikroskopischer Farbstoff gewählt, da die Ergebnisse eine größere 

Beständigkeit aufweisen. 

Dass Fixierungen einen Einfluss auf die Aussagekraft von Nachweismethoden, 

insbesondere auch auf den Nachweis der Apoptose mit TUNEL haben, zeigte 

bereits die Gruppe um Paul Howroyd et al. (2005) an 19 Tage alten fetalen 

Rattenhoden. Auch Vorbehandlungen und einzelne Komponenten des 

Färbeprozesses beeinflussen die Ergebnisse.  

 

1.4 Fragestellung 

Der Vorgang der Apoptose ist derzeit Gegenstand intensiver biomedizinischer 

Forschung. Zudem gibt es eine Vielzahl an Möglichkeiten diese Prozesse in ihrem 

Ergebnis oder in Form der beteiligten Akteure sichtbar zu machen, sei es in Form 

von Enzymnachweisen, DNA-Fragmenten oder Proteinen. Eine häufig verwendete 

Methode zum Nachweis von DNA-Fragmenten ist die TUNEL-Methode. Ein 

entscheidender Faktor für reproduzierbare und aussagekräftige Ergebnisse ist die 

Fixierung der Organe, da sie einen erheblichen Einfluss auf die Morphologie der zu 

untersuchenden Objekte und damit auf die Auswertbarkeit der Präparate hat.  
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Ziel dieser Arbeit war es, eine kritische Studie über die Aussagefähigkeit der 

TUNEL-Methode anzufertigen um im Weiteren eine Empfehlung über den Grad der 

Effektivität dieser Methode und über die Apoptose-Darstellungsmöglichkeiten in 

Hodengewebe der Wistarratte zu formulieren. Schwerpunktmäßige soll hier der 

Einfluss der drei verschiedenen Fixierungen (Bouin, Perjodat-Lysin-

Paraformaldehyd, Paraformaldehyd) auf die Qualität der Befunderhebung bei der 

TUNEL-Methode im Rattenhoden untersucht werden. 
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2. Material und Methoden 
 
 

2.1 Wistarratten 

 

Die männlichen Wistarratten wurden zwecks der Organentnahme bei der 

zentralen Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

bestellt und abgeholt (TVA-Aktenzeichen 021/88; Prof. Haider, Anatomisches 

Institut II, Heinrich Heine Universität Düsseldorf). Die Tiere wurden 

entsprechend den gesetzlichen Vorgaben in der TVA der Düsseldorfer Heinrich-

Heine-Universität gezüchtet. Die Tötung der Tiere und die Organentnahmen 

wurden von einer Fachkraft des Institutes für Anatomie II der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf durchgeführt. Die Doktorandin erhielt die beiden Hoden zur 

weiteren Bearbeitung. 

Das Alter der Tiere betrug: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 und 100 Tage, sowie 2 Jahre 

alt. Bei den zweijährigen Tieren wurde auf bereits in Paraffin eingebettete Hoden 

aus Restbeständen des Labors des Instituts der Anatomie II der Düsseldorfer 

Universität zurückgegriffen. Da allerdings nur Bouin-fixierte Präparate der 

zweijährigen Tiere zur Verfügung standen und somit die PLP- und 

Paraformaldehyd-Fixierungen nicht vergleichend hinzugezogen werden konnten, 

wurden die Schnitte zwar mit gefärbt und ausgezählt, aber in die abschließende 

Auswertung nicht einbezogen. Auch die Präparate von 100 Tage alten Tieren, 

waren bereits als PLP- und Formaldehyd-fixierte in Paraffin eingebettete Blöcke 

im Institut vorrätig, so dass hierbei nur 3 Tiere für die Bouin-Fixierung benötigt 

wurden. Die Fixierungen sind gemäß den unten aufgeführten Protokollen erfolgt.  

 

2.1.1 Organentnahmen 

Für die Gewinnung der Hoden der Altersstufen 1 pnd bis 35 pnd wurden je 8 

Ratten benötigt. Bei den 100 pnd alten Ratten wurden 3 Tiere am Tag der 

Präparation vormittags mit Ethylaether narkotisiert, getötet und gewogen. Es 

wurden umgehend beide Hoden präpariert und in die verschiedenen Fixierungen 
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überführt (je fünf Hoden pro Fixierung, der überzählige sechste wurde für weitere 

Untersuchungen innerhalb des Labors ebenfalls in Bouin fixiert). Es wurde 

besonders darauf geachtet, überschüssige Gewebe, Haare und Blutkoagel restlos 

zu entfernen, da sie beim Einbetten und Schneiden zu Problemen führen können. 

 

2.2 Methoden der Fixierungen 

 

Als abhängiger Faktor wurde die Fixierung gewählt, weil gerade im Hodengewebe 

erhebliche qualitative Unterschiede in der morphologischen Darstellung bei 

verschiedenen Fixierungen bestehen, was sich in den Vorversuchen auch 

bestätigte. 

 

2.2.1 Begründung der Fixierungen 

 

2.2.1.1 Bouin 

Bouin ist eine in der Lichtmikroskopie häufig verwendete Fixierung. Es wird meist 

für Übersichtspräparate und im Rahmen von immunhistochemischen 

Untersuchungen gebraucht, da es neben Formalin auch Pikrinsäure enthält, die ein 

leichteres Eindringen des Formalins ermöglicht und somit eine bessere 

morphologische Qualität erzeugt. Zudem wird die Antigenität für 

Immunfixierungen, aber auch die Empfindlichkeit für das Anfärben im 

Allgemeinen besser erhalten. Da Pikrinsäure auskristallisiert, wenn sie älter wird, 

sollte die Lösung immer frisch zubereitet werden. Besonders im testikulären 

Gewebe erlaubt diese Fixierung eine sehr gute Beurteilung der Morphologie, 

insbesondere des Zellkerns.  

 

2.2.1.2 Paraformaldehyd 

Paraformaldehyd ist die kristalline Form des wasserlöslichen Gases Formaldehyd. 

Es ist in der Histologie ein Standardfixans, welches sowohl für die Licht- als auch 

für die Elektronenmikrokopie verwendet werden kann. Es ist sehr instabil, 
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weshalb es frisch zubereitet werden sollte. Paraformaldehyd dringt schnell in die 

Gewebe ein und erlaubt auf Grund der erhaltenen Enzymaktivitäten und 

Antigentät Ultrastrukturuntersuchungen, immunhistochemische Beurteilungen 

und Enzymnachweise. Die Gruppe um Sasso-Cerri et Miraglia (2002) erhielten mit 

dieser Fixierung in Kombination mit der TUNEL-Methode sicher reproduzierbare 

Ergebnisse ohne beeinträchtigende unspezifische Anfärbungen. 

 

2.2.1.3 PLP 

Perjodat-Lysin-Formaldehyd wird hauptsächlich in der Elektronenmikroskopie 

verwendet, da es bei immunhistochemischen Untersuchungen zudem eine gute 

Erhaltung der Morphologie ermöglicht. Auch in der Lichtmikroskopie kommen 

diese Eigenschaften zum Tragen. Bei unterschiedlichsten Markern und 

Färbeprozessen ist eine optimale Strukturerhaltung möglich. 

 

2.2.2 Herstellung der Fixierungen 

 

2.2.2.1 Bouin 

Die Fixierlösung wurde frisch aus 75 ml 1,2%iger wässriger Pikrin-Lösung und 25 

ml 37%ige Formaldehyd-Lösung sowie 5 ml Eisessig hergestellt. 

 

2.2.2.2 Paraformaldehyd 

Für die Herstellung des 8%igen Paraformaldehyds wurden 8 g Paraformaldehyd in 

100 ml aqua bidest. unter Erhitzen auf 60 °C und ständigem Rühren gelöst. 

Anschließend wurde 1 M NaOH zugefügt bis die Lösung eine wasserklare Farbe 

annahm und somit der pH-Wert neutral eingestellt war. 

 

2.2.2.3 PLP 

Das Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd wurde aus zwei Lösungen hergestellt: die 

erste bestand aus 0,1 M Lysinmonohydrochlorid, welches in 50 ml 0,2 M NaH2PO4-

Lösung gelöst wurde und mit aqua bidest. auf 100 ml aufgefüllt wurde. Für die 
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zweite Lösung (8%iges Paraformaldehyd) wurden 8 g Paraformaldehyd in 100 ml 

aqua bidest. unter permanentem Rühren bei 60 °C gelöst. Dem wurde 

tropfenweise 1 M NaOH zugegeben bis die Lösung völlig klar und somit pH-neutral 

war. Sie wurde abschließend auf Raumtemperatur abgekühlt und filtriert.  

Beide Lösungen wurden bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch in der benötigten 

Menge in folgenden Verhältnis gemischt: 7,5 ml der ersten Lösung mit 2,5 ml der 

zweiten Lösung und 21,4 g Natriumperjodat und abschließend  mittels 1 M NaOH 

auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 

 

2.3 Einbettung und Schneiden 

 

Die Hoden wurden einzeln in die verschiedenen Fixierlösungen (Bouin, PLP, 

Paraformaldehyd) eingelegt. Die Altersgruppen 1 pnd und 5 pnd in 5 ml Fixierung, 

die Altersgruppen 10 pnd bis 30 pnd in 10 ml Fixierung und die weiteren  

Altersstufen in 50 ml. Die Gewebe verblieben 24 Stunden darin, wobei die Lösung 

währenddessen nach 12 Stunden gegen frisch zubereitete ersetzt wurde. 

Anschließend wurden sie in Paraffin eingebettet. Hierbei durchliefen die Organe 

eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 100%) für je 12 Stunden zum 

Entwässern. Hierbei wurden die Lösungen ebenfalls einmal nach 6 Stunden 

ausgetauscht. Danach wurden die Hoden in Methylbenzoat überführt, welches in 

den ersten 24 Stunden zweimal nach jeweils 8 Stunden gewechselt wurde.  

Bei den Hoden der 35 Tage alten Tiere sowie den 100-tägigen erfolgte eine 

Halbierung der Präparate um ein besseres Eindringen der Fixierungen zu 

ermöglichen. Aus demselben Grund wurden auch die Polkappen entfernt. Die 

zweijährigen Hoden waren bereits halbiert eingebettet worden. 

Für die Einbettung in Paraffin wurden die Hoden insgesamt 20 Minuten ( 2 x 10 

Minuten) in Toluol eingelegt und anschließend mit der zu schneidenden Fläche 

nach unten in flüssiges Paraffin von 60 °C eingebettet, um dann im Wasserbad 

abzukühlen und zu erstarren. 

Die Paraffinblöcke wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms in 5 µm dünne 

Präparate geschnitten. In einem Wasserbad von 40 °C wurden die Schnitte 
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geglättet und auf Objektträger aufgebracht, welche anschließend senkrecht auf 

einer Heizplatte bei 62 °C getrocknet wurden.  

Es wurden Serienschnitte angefertigt, die wie folgt eingefärbt wurden: Schnitt-Nr. 

01 PJS, Nr. 02 TUNEL, Nr. 03 TUNEL mit Hämalaun, Nr. 04 Negativkontrolle, die 

Nummern 05 – 15 wurden nicht gefärbt, Nr. 16 PJS, Nr. 17 TUNEL, Nr. 18 TUNEL 

mit Hämalaun, Nr. 19 Negativkontrolle, die Nummern 20 bis 30 wurden nicht 

gefärbt, Nr. 31 PJS, usw. Ziel dieses Färbeschemas war es, unterschiedliche Ebenen 

des Hodengewebes anzutreffen und somit zu vermeiden, dass ein- und dieselbe 

Zelle zweimal ausgewertet wurde. 

 

2.4 TUNEL-Methode 

Der Nachweis der DNA-Fragmente erfolgte nach einer modifizierten Form des 

Schemas im Beipackzettel der Firma Roche®, Basel. Die Vorversuche erfolgten 

gemäß dem empfohlenen Versuchsablauf für Paraffinschnitte des Beipackzettels 

der Firma Roche®. Die darin angeratene Vorbehandlung der Präparate mit einer 

Proteinase K führte nicht zu der erwünschten und angestrebten Stabilisierung der 

Nukleinsäuren und Membranen, sondern zu einer intensiven interstitiellen 

Braunfärbung und scheinbar unspezifischen Kernfärbung in allen Schnitten, so 

dass alternativ eine Vorbehandlung mit Zitrat-Puffer und Mikrowelle gewählt 

wurde, welche als Alternative im Protokoll angeboten wird. Ebenso wurde der 

empfohlene Verdünnungsfaktor der Enzymlösung nach Vorversuchsreihen auf 

1:12 festgelegt, da sich hier eine akzeptable reproduzierbare Kombination aus 

nukleärer Färbung und Vermeidung der unspezifischen Hintergrundfärbung 

zeigte. 

Die Schnitte wurden bei 60 °C für 20 Minuten erwärmt und in einem 10-minütigen 

Xylolbad, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 90%, 80%, 

70% Ethanol für je 2 Minuten) entparaffiniert. 

Anschließend wurden sie in aqua bidest. gespült um restliche Paraffinbestandteile 

zu entfernen. Dann wurden die Schnitte eine Minute in der Mikrowelle bei 750 W 

in einem 0,1 M Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 erwärmt und direkt mit 

aqua bidest. abgekühlt. Anschließend wurden sie dreimal à 5 Minuten mit einem 
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PBS–Puffer gewaschen. Die Ränder der Objektträger wurden abgetrocknet, so dass 

die  TUNEL reaction mixture bzw. die Negativkontroll-Lösung zu je 60 µl 

aufgetragen werden konnte. Es folgte eine Inkubation für 60 Minuten bei 37 °C in 

einer dunklen, feuchten Kammer. Danach wurde erneut dreimal mit PBS 

gewaschen um dann für 10 Minuten eine 3%ige H2O2-Lösung aufzutragen. Im 

Anschluss wurden die Schnitte zweimal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden auf 

jeden Schnitt 70 µl des Converter POD aufgetragen und bei 37 °C in einer dunklen 

feuchten Kammer 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die Objektträger 

dreimal mit PBS gewaschen und 50 µl DAB-Substrat pro Schnitt aufgetragen. Die 

Inkubation erfolgte für 10 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die 

Schnitte mit aqua bidest. gespült und durch eine aufsteigende Alkoholreihe und 

Xylol geführt. Die Schnitte, die zusätzlich mit Hämalaun gefärbt werden sollten, 

wurden für 5 Minuten darin eingelegt und anschließend 10 Minuten mit 

Leitungswasser gewässert. Auch sie durchliefen im Folgenden die aufsteigende 

Ethanolreihe und abschließend ein Xylol-Bad. Die gefärbten Schnitte wurden 

umgehend mit DePex eingedeckt und waagerecht getrocknet.  

Im Ergebnis sollten die TUNEL-positiven Zellkerne braun und alle weiteren 

Zellkerne blau und die Plasmaräume und Interstitien ungefärbt sein. 

 

Die Herstellung der TUNEL reaction mixture erfolgte mittels des Kits von Roche®.  

Dies umfasst die terminale Desoxynucleotidyl Transferase vom Kalbsthymus, die 

rekombinant mit E. coli (Enzym-Lösung) versetzt wurde und mittels einer 

Nukleotid-Mixtur (Label solution) aktiviert wird. 

Es wurden bei jedem Färbevorgang 450 µl Label-Lösung und 50 µl der  

Enzymlösung frisch vermischt. Dem wurde in einem Verhältnis von 1:12 ein 

spezieller Puffer (pH 7,4) aus 30 mM TRIS/HCl, 140 mM Cacodylat und 1 mM 

Kobaltchlorid zugefügt. Der Puffer wurde einmalig hergestellt und für alle TUNEL-

Färbungen verwendet. Die fertigen Lösungen wurden gemäß den Angaben des 

Herstellers bei -18 °C gelagert und erst kurz vor Verwendung langsam auf 

Raumtemperatur erwärmt. 

Für die Negativkontrollen wurde die Enzymlösung durch die Label-Lösung, einer 

Nukleotid-Mixtur, ersetzt. Im Zuge der Vorversuche wurde die Positivkontrolle 
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dadurch erzielt, dass die hier beschriebene Methode an Zellkulturen angewendet 

wurde, die nachweislich die Apoptose aufwiesen. Das Ergebnis war eine distinkte 

Immunreaktion. 

 

Das Converter POD ist ein Antifloureszenz-Antikörper, der aus Fab-Fragmenten 

vom Schaf besteht, welche mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert wurden. 

Dies ist als gebrauchsfertige Lösung im Kit von Roche® enthalten. 

 

Der 0,1 M Zitratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 besteht aus zwei Lösungen, die 

frisch gemischt werden. Es handelt sich um 1,0505 g Zitronensäure-Monohydrat, 

welches in 500 ml aqua bidest.  gelöst wird und 2,9410 g Natriumzitrat, welches in 

einem Liter aqua bidest.  gelöst wird. Anschließend werden 47,5 ml der ersten 

Lösung mit  207,5 ml der zweiten Lösung zu dem verwendeten Zitratpuffer 

zusammengefügt. 

 

Der 0,1 M PBS (phosphat buffered Saline) wurde wie folgt hergestellt: Es wurden 9 

g Natriumchlorid in einem Liter aqua bidest. gelöst. Darin wurden dann 13,61 g 

Kaliumdihydrogenphosphat gelöst. Weiterhin wurden erneut 9 g Natriumchlorid 

in einem Liter aqua bidest. gelöst, worin anschließend 17,8 g 

Dinatriumhydrogenphosphat gelöst wurden. Beide Lösungen wurden im 

Verhältnis 1:5 gemischt und mittels 1 M HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 

 

Das DAB-Substrat (Diaminobenzidin) wurde aus DAB-Tabletten der Firma Dako® 

gefertigt. Eine Tablette wurde in 10 ml 0,01 M TRIS-Puffer (pH-Wert 7,4) aufgelöst. 

Dies wurde in Einheiten von 2 ml aufgeteilt. Eine 2-ml-Einheit wurde direkt vor 

Gebrauch mit 15 µl frischem 3%igem H2O2 versetzt um das Diaminobenzidin zu 

aktivieren. Die restlichen wurden bei -18 °C tiefgekühlt gelagert und vor Gebrauch 

auf Zimmertemperatur erwärmt und mit H2O2  aktiviert. 
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2.5 Hämalaun-Färbung 

 

Auch die Schnitte, die mit Hämalaun gefärbt werden sollten, durchliefen zur 

Entparaffinierung ein 10-minütiges Xylol-Bad und anschießend eine absteigende 

Ethanolreihe in gleicher Weise wie für die Anfärbung mit TUNEL.  

Im Weiteren verbleiben sie 8 Minuten im Hämalaun und wurden dann unter 

fließendem Leitungswasser gespült um zu Bläuen. Dann durchliefen die Schnitte 

eine aufsteigende Ethanolreihe, wobei die Schnitte jeweils kurz in 70, 80, 90, 95 

und 100%igen Ethanol getaucht wurden, gefolgt von zweimal 2 Minuten Xylol um 

abschließend mittels DePeX eingedeckt zu werden. 

Durch diese Färbung werden die Zellkerne blau gefärbt.  

 

Das Hämalaun wurde wie folgt hergestellt: 1 g Hämatoxylin wurde in 1000 ml aqua 

bidest. gelöst. Ebenso wurden 0,2 g Natriumjodat (NaJO3) gelöst. Dem wurden 50 g 

Kalium-Aluminiumsulfat (KAl(SO4)2 x 12 H2O) zugefügt, welches unter ständigem 

Rühren ebenfalls gelöst wurde und die Lösung im Verlauf eine tiefblaue Färbung 

aufweist. 

Zudem wurden 50 g Chloralhydrat gelöst, dem 1 g Zitronensäure zugefügt wurde, 

wobei der Farbton ins Violette umschlägt. Vor Gebrauch wurden die Lösungen 

filtriert. 

 

 

2.6 PJS-Färbung 

 

Die Färbung PJS (Perjodsäure-Schiffsreagenz) wurde zur Identifizierung der 

Spermatogenese-Zellen durchgeführt. Zur Vorbereitung der Schnitte für die 

Färbung mit Perjodsäure erfolgte die Entparaffinierung synonym dem oben 

genannten Schema. Dann wurden sie mit aqua bidest.  gespült und für 5 Minuten in 

Perjodsäure gebracht um dann wieder 1 Minute mit aqua bidest. gespült zu 

werden. Im Folgenden wurden sie 20 Minuten in Schiffsreagenz getaucht um 

anschließend direkt 2 Minuten SO4-Wasser zu verbleiben. Abschließend wurden 
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die Schnitte 10 Minuten unter fließendem Wasser gespült um dann 2 Minuten mit 

Hämalaun gefärbt zu werden. Darauf folgte das Bläuen unter Leitungswasser für 5 

Minuten um abschließend in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwässert zu 

werden und mit DePeX eingedeckt zu werden. 

 

Hierbei sollten sich die Zellkerne blau anfärben und Basalmembranen und 

Bindegewebe sollten in Magenta erscheinen. 

 

2.7 Auswertung 

Es erfolgte eine  lichtmikroskopische Auswertung mittels eines Leitz-Mikroskops 

bei einer 25fachen Vergrößerung mit einem Zählgitter (Messstrichplatte der Firma 

Leitz®), welches 25 identische Kästchen à 4 mm²(2mm x 2mm) umfasst und somit 

eine Gesamtfläche von 100 mm² abbildet.  

Die Schnitte der Altersstufen 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 35 pnd wurden komplett 

ausgezählt. Bei den Präparaten der 100 Tage alten Tiere und der zweijährigen 

Tiere wurden je 70 Kästchen á 4 mm² ausgezählt, gemäß Abb. 2 und Abb.3.  

 

Pro Altersstufe (1 bis 35 pnd) und pro Fixierung wurden je 5 Hoden verwendet. 

Für die 2 Jahre alten Tiere wurde auf die Bestände des Institutes zurückgegriffen. 

Die PLP und Paraformldehyd-fixierten Präparate der 100 pnd Tiere wurden frisch 

hergestellt. Bei den 100-tägigen Bouin-fixierten Präparaten wurden ebenfalls 

Restbestände des Institutes genutzt. 

Es wurden pro Hoden je 40 Schnitte angefertigt, die nach oben genanntem Schema 

eingefärbt wurden. Somit ergaben sich je Hoden drei Färbeserien (PJS, TUNEL, 

TUNEL + Hämalaun sowie TUNEL Negativkontrollen). 

Für die Auswertung wurde die Anzahl der ausgezählten, quer angeschnittenen 

Tubuli registriert ebenso wie die tubulär nukleär positiven Zellen und tubulär 

plasmatisch positiven Zellen. Randständige und schräg angeschnittene Tubuli 

wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen, da sie artefizielle positive 

Reaktionen aufweisen können.  

Bei den 100 Tage alten Präparaten sowie den 2 Jahre alten Hoden wurden zudem 
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die Spermatogenesestadien der positiven tubulären Zellen berücksichtigt. Als 

Orientierung dienten hierfür eine Übersicht über die „stages and transitions in the 

cycle of the seminiferous epithelium“ der Ratte von Hess (1990) sowie die Arbeit 

von Suter et al. (1997). Die interstitiell positiven Zellen wurden nach Fibroblasten 

und Leydig Zellen/Makrophagen sowie nach nukleär und plasmatisch positiven 

Reaktionen quantitativ unterteilt. Weiterhin wurden in allen Altersstufen die 

positiv dargestellten Zellen in der Zellteilung mit Angabe des Stadiums 

festgehalten. 

 

Bei den Altersstufen 1 bis 35 pnd erfolgte eine exakte quantitative Bestimmung 

der positiven Zellen, deren Anzahl anschließend auf die Fläche (Anzahl der 

ausgezählten Kästchen) bezogen wurde. Bei den Altersstufen 100 pnd wurden die 

Anzahl der positiven Zellen auf eine Fläche von 70 Kästchen ausgezählt und auf die 

Gesamtfläche hochgerechnet. In beiden Fällen ergibt sich ein Mittelwert der 

positiven Zellen pro mm² mit einfacher +/- Standardabweichung. Aus Gründen der 

Übersichtlichkeit wurde in die folgenden Diagramme lediglich der Mittelwert  

übernommen. Die einfache positive und negative Standardabweichung wird 

gesondert in einer Tabelle aufgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2 schematische Darstellung der Auszählung in den Altersstufen 1 pnd bis 35 pnd im Raster 
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Abb. 3 schematische Darstellung der Auszählung der Schnitte in den Altersstufen 100 pnd und 2 

Jahre 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Befunde nach der Fixierung mit der Lösung Bouin 

Die Bouin-fixierten Präparate weisen eine gute morphologische Qualität auf, wie 

insbesondere die Untersuchungen der mit PJS gefärbten Schnitte zeigen. Diese 

morphologische Qualität beinhaltet  neben der Erhaltung der Zell- und Kernform, 

die Intaktheit des Gewebeverbandes ohne künstliche Schrumpfungsräume 

zwischen den einzelnen Zellen bzw. innerhalb des Zellverbandes. Die Färbungen 

mit TUNEL allein lassen die apoptotischen Zellkerne gut erkennen, jedoch fällt die 

Abgrenzung des umgebenden Gewebes schwer, wie Abb. 4 zeigt. Die Interstitien 

sind nur andeutungsweise zu erkennen und lassen so keine weiteren Aussagen zu. 

 

Abb. 4: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: Bouin, TUNEL, Endvergrößerung: 2000x. 
1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes. 

positiv gefärbte apoptotische Zellkerne (braun - im rechten Tubulus ein später Spermatozyt, im 
linken Tubulus zwei frühe Spermatozyten) mit unscharf abzugrenzender Umgebung, Pfeile weisen 
auf Basalmembran der angeschnittenen Tubuli. Dicker Pfeilkopf weist auf eine interstitielle 
Zellgruppe hin. 
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Deswegen wurde zur besseren Darstellung eine Kernfärbung mit Hämalaun 

ergänzt, die eine bessere Abgrenzung der Tubuli und Interstitien ermöglichte (Abb. 

5 + 6).  

 

Abb. 5: Rattenhoden, 15 pnd, Paraffinschnitt, Bouin, TUNEL und Hämalaun. Endvergrößerung: 
2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes. 

Apoptotische Zellkerne braun – der rechts untere ist ein früher Spermatozyt. 
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Es fällt auf, dass in Bouin-fixierten Schnitten, die mit TUNEL und Hämalaun gefärbt 

wurden auch Zellen positiv nukleäre Reaktionen aufweisen, die Mitosefiguren 

enthalten. (Abb. 6) 

 

Abb. 6: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: Bouin, TUNEL und Hämalaun. 
Endvergrößerung: 800x. 1 cm der Abbildung entspricht 12 µm des Gewebes. 

Sichere Abgrenzung zwischen Tubuli und Interstitium sowie der Zellkerne. Die dünnen Pfeile 
weisen auf Mitosefiguren in positiven Zellen. 
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Es finden sich jedoch auch scheinbar signifikant positive, zytoplasmatische 

Reaktionen im Interstitium. Die Zellkerne und die intranukleären Strukturen sind 

hierbei gut abgrenzbar, ebenso die Plasmagrenzen. (Abb. 7) Wie sich jedoch in 

Abb. 8, einer Negativkontrolle, zeigt, handelt es sich hier um eine unspezifische 

Färbung. 

 

Abb. 7: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Bouin, TUNEL und Hämalaun. Endvergrößerung 
2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes. 

Unspezifische plasmatisch positive Leydig Zellen (Pfeile). (Vergleich mit der Negativkontrolle in 
Abb. 8.) 

 

 

 

 

 

 



 
34 

 

Die mit TUNEL und Hämalaun gefärbten Negativkontrollen, weisen häufig eine 

unspezifische Färbung in den interstitiellen Zellen auf, wie Abb. 8 zeigt.  

 

Abb. 8: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: Bouin, Negativkontrolle TUNEL und 
Hämalaun. Endvergrößerung: 2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes.  

Die dünnen Pfeile zeigen unspezifische zytoplasmatische Anfärbungen in den Leydig Zellen, die 
dicken Pfeilköpfe weisen auf die unspezifische Hintergrundfärbung tubulär. 
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Es fällt jedoch insbesondere bei Bouin-fixierten Präparaten auf, dass sich  

unspezifische Färbungen des Zytoplasmas finden. (Abb. 9) 

 

Abb. 9: Rattenhoden, 20 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: Bouin, TUNEL und Hämalaun. 
Endvergrößerung: 800x. 1 cm  der Abbildung entspricht 12 µm des Gewebes. 

Unspezifische Braunfärbung im Zytoplasma einiger Leydig Zellen (Pfeilköpfe). 
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3.2 Befunde nach der Fixierung mit der Lösung PLP 

Bei den PLP-fixierten Schnitten zeigte sich in der alleinigen TUNEL-Färbung 

ebenfalls eine unzureichende morphologische Abgrenzbarkeit der Tubuli und 

interstitiellen Räume. Die Präparate, die mit TUNEL und Hämalaun angefärbt 

wurden, weisen eine gute Morphologie auf und zeigen ein zufriedenstellendes 

Färbeverhalten. (Abb. 10+11)  

 

Abb. 10: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: PLP, TUNEL und Hämalaun. 
Endvergrößerung: 800x. 1 cm der Abbildung entspricht 12 µm des Gewebes.  

Gute Morphologie mit tubulärer Kernfärbung zweier apoptotischer Spermatozyten (dünner Pfeil), 
künstliche Schrumpfungsräume (dicker Pfeilkopf). 
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Abb. 11: Rattenhoden, 15 pnd, Paraffinschnitt, PLP, TUNEL und Hämalaun. Endvergrößerung: 
2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes. 

Zellkerne blau, apoptotische Zellkerne der Spermatozyten braun (Pfeile). Keine unspezifische 
Hintergrundfärbung. 
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Die Negativkontrollen sind sauber, ohne jegliche Braunfärbung wie Abb. 12 zeigt. 

 

Abb. 12: Rattenhoden, 25 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: PLP, Negativkontrolle TUNEL und 
Hämalaun. Endvergrößerung: 800x. 1 cm der Abbildung entspricht 12 µm. 

Saubere Darstellung des Gewebes ohne Hintergrundfärbung oder artefizielle Anfärbungen. 
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Auch in PLP-fixierten Schnitten fallen positive nukleäre Reaktionen in den 

diplotänen Spermatozyten (zweite meiotische Teilung) auf. Daneben finden sich 

meiotische Zellen ohne Immunreaktion. (Abb. 13) 

 

Abb. 13: Rattenhoden, 35 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: PLP, TUNEL und Hämalaun. 
Endvergrößerung: 2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes. 

Nukleäre Farbreaktion bei den diplotänen Spermatozyten (zweite meiotische Teilung) (dünne 
Pfeile) neben zahlreichen Mitosen ohne TUNEL-positive  Kernfärbung (dicke Pfeilköpfe). 
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3.3 Befunde nach der Fixierung mit Paraformaldehyd 

Die Paraformaldehyd-fixierten Schnitte zeigen erhebliche Veränderungen der 

Morphologie des Hodens. Die Zellen weisen Schrumpfungen auf, so dass sich die 

nukleären Strukturen nicht oder nur andeutungsweise erkennen lassen, die Tubuli 

verdichten und die Interstitien auseinanderreißen. Es entstehen dabei große 

künstliche Schrumpfungsräume zwischen dem interstitiellen Gewebe und der 

Tubuli seminiferi (Abb. 14). Dies kommt besonders bei den Altersstufen ab dem 10 

pnd zum Tragen. Das Färbeverhalten ist zufriedenstellend, die Negativkontrollen 

sind sauber (Abb. 15). 

 

Abb. 14: Rattenhoden, 20 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung Paraformaldehyd, TUNEL und 
Hämalaun. Endvergrößerung: 2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des Gewebes.  

Zwei Änderungen beeinträchtigen die Morphologie: 1. Große Spalträume (dicke Pfeilköpfe) 
zwischen den benachbarten Tubuli seminiferi. 2. Erweiterungen des Raumes zwischen den 
Spermatogenesezellen innerhalb eines Tubulus seminiferus (dünne Pfeile). 
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Abb. 15: Rattenhoden, 20 pnd, Paraffinschnitt, Fixierung: Paraformaldehyd, Negativkontrolle 
TUNEL und Hämalaun. Endvergrößerung: 2000x. 1 cm der Abbildung entspricht 5 µm des 
Gewebes. 

Die Gewebeerhaltung ist erheblich gestört: große Schrumpfungsräume zwischen dem interstitiellen 
Gewebe und den Tubuli seminiferi. Die unspezifische Färbung ist auf die Basalmembran bzw. das 
Zytoplasma beschränkt. 
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3.4 Befunde über die Zellzählungen: Ein Vergleich der drei 

Fixierungsmethoden 

 

3.4.1 Tubuli seminiferi 

In den Tubuli zeigt sich in den Bouin-fixierten Schnitten ein Anstieg der nukleären 

Reaktionen ab dem 10 pnd mit einem Maximum am 15 pnd von 78 apoptotischen 

Zellen/mm². (Abb. 16)  

 

 

Fixierung 1 pnd 5 pnd 10 pnd 15 pnd 20 pnd 25 pnd 30 pnd 35 pnd 100 
pnd 

Bouin 1,41 1,77 13,86 50,09 77,85 108,07 133,34 33,26 2,04 
PLP 0 0 3,14 44,44 52,73 97,61 60,29 38,03 24,39 
Paraformaldehyd 0 0 1,12 25,59 11,65 60,39 59,99 25,51 2,02 

 

Abb. 16: Zellen im Tubulus seminiferus mit nukleären Reaktionen /mm² bei drei verschiedenen 
Fixierungen mit TUNEL und Hämalaun in den Altersstufen 1 bis 100 pnd. Mittelwert.  

Separat tabellarisch die einfache +/- Standardabweichung der nukleären Reaktionen / mm² im 
Tubulus seminiferus bezogen auf das Alter in Abhängigkeit der Fixierung. 
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Die hohe Apoptose-Rate hält nach einem Rückgang um ca. 37 %, mit Übergang in 

eine Plateau-ähnliche Phase, bis zum 30. pnd an. In den beiden anderen 

Fixierungen zeigt sich eine ähnliche Tendenz mit glockenförmiger Verteilung, 

wobei bei PLP-fixierten Schnitten ein deutliches Maximum am 25 pnd zu 

verzeichnen ist. 

Insbesondere bei Bouin-fixierten Präparaten fällt auf, dass sich scheinbar 

spezifische Färbungen des Zytoplasmas der Spermatogenese-Zellen finden. Zum 

einen direkt postnatal und dann erneut mit einem langsamen Anstieg ab dem 20 

pnd und einem Maximum um den 30 pnd. Anschließend fallen die plasmatischen 

Reaktionen in den Tubuli wieder ab. In den PLP-und Paraformaldehyd-fixierten 

Schnitten ist dies fast nicht zu beobachten. Diese Beobachtung wird in Abb. 17 

veranschaulicht. Die Kernstrukturen sind in diesen Zellen gut abzugrenzen.  
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Fixierung 1 pnd 5 pnd 10 pnd 15 pnd 20 pnd 25 pnd 30 pnd 35 pnd 100 pnd 
Bouin 37,84 25,18 23,96 19,15 347,66 438,95 350,06 169,1 75,11 
PLP 0 0 0,7 0,71 0 18,3 68,72 4,83 45,74 
Paraformaldehyd 0 0 0,5 0 0 15,4 5,8 3,21 0 

 

Abb. 17: Zellen im Tubulus seminiferus mit zytoplasmatischen Reaktionen /mm² bei drei 
verschiedenen Fixierungen mit TUNEL und Hämalaun in den Altersstufen 1 bis 100 pnd. Mittelwert.   

Separat tabellarisch die einfache +/- Standardabweichung der zytoplasmatischen Reaktionen / 
mm² im Tubulus seminiferus bezogen auf das Alter in Abhängigkeit der Fixierung. 

 

Bereits in den Vorversuchen deutete sich an, dass die TUNEL-Methode auch Zellen 

anfärbt, die Mitosefiguren aufweisen. Es fällt bei allen drei Fixierungen auf, dass 

sich sowohl in der alleinigen TUNEL-Darstellung als auch in den Färbungen mit 

Hämalaun, nukleäre Farbreaktionen in den Tubuli seminiferi bei mitotischen 

Zellen zeigen. Die Nachweise fanden sich in den Altersgruppen der 25 bis 35 Tage 

alten Tiere mit einem Gipfel um den 30 pnd. Die Schnitte der jüngeren und auch 

die der älteren Tiere zeigten nur vereinzelt mitotische nukleäre Farbreaktionen.  

Es fällt weiterhin auf, dass sich die positiven Mitosen nicht nur in einer 

bestimmten Phase befinden, sondern dass dies in allen Phasen zu beobachten ist. 
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Diese mitotischen Reaktionen finden sich besonders in der Metaphase und der 

Prophase. In der Telophase und der Anaphase treten sie verschwindend gering auf. 

 

3.4.2 Interstitielle Zellen 

Bei den interstitiellen Zellen, insbesondere den Fibroblasten, zeichnet sich in den 

Paraformaldehyd-fixierten Präparaten ein schubförmiger Anstieg der TUNEL-

positiven Kernreaktionen um den 20 pnd ab. In den anderen Fixierungen ist dies 

nicht zu beobachten. Bei Bouin-fixierten Schnitten findet sich ein deutlicher 

Anstieg der plasmatischen Reaktionen (einer unspezifischen Färbung) vom 20 pnd 

bis zum 35 pnd mit einem Maximum am 25 pnd von 113 positiven 

Reaktionen/mm². 

Makrophagen und Leydig-Zellen weisen direkt postnatal eine vergleichsweise 

hohe Rate an positiven Kernreaktionen auf, was in den Bouin-fixierten Schnitten 

besonders deutlich wird.  

Zudem zeigt sich hierbei noch ein leichter Anstieg der apoptotischen Zellkerne um 

den 30 pnd. Bei Paraformaldehyd-fixierten Präparaten besteht ein 

glockenförmiger Verlauf der positiven Kernreaktionen um den 20 pnd. PLP-fixierte 

Hoden weisen keine signifikanten nukleären Reaktionen auf. (Abb. 18) 
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Fixierung 1 pnd 5 pnd 10 pnd 15 pnd 20 pnd 25 pnd 30 pnd 35 pnd 100 pnd 
Bouin 1 0 0,25 0,25 0,28 0 0,81 0 100,97 
PLP 0 0 0 0 0,25 0,25 0 0,25 1,65 
Paraformaldehyd 0 0 0 0,59 0,44 0,7 0,19 0 0 

 

Abb. 18: Makrophagen und Leydig Zellen mit nukleären Reaktionen /mm² bei drei 
verschiedenen Fixierungen mit TUNEL und Hämalaun in den Altersstufen 1 bis 100 pnd. Mittelwert.  

Separat tabellarisch die einfache +/- Standardabweichung der nukleären Reaktionen / mm² der 
Makrophagen und Leydig Zellen bezogen auf das Alter in Abhängigkeit der Fixierung. 

 

Plasmatisch weisen Makrophagen und Leydig Zellen einen Gipfel der positiven 

Reaktion am 30 pnd auf. Dies wird fast ausschließlich in den Bouin-fixierten 

Schnitten deutlich. (Abb. 19) 

Die beiden anderen Fixierungen zeigen keine signifikanten plasmatischen 

Reaktionen, außer der Nachweis von 55 positiven plasmatischen Reaktionen pro 

mm² bei PLP-fixierten Präparaten am 10 pnd. Bei Bouin-fixierten Hoden verhält 

sich der Kurvenverlauf der Plasmareaktionen ähnlich dem der Kernreaktionen. Bei 

beiden ist ein postnataler Anstieg mit anschließendem Abfall bei einem Minimum 

um den 10 bis 15 pnd und folgenden Anstieg 30 pnd zu verzeichnen. 
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Abb. 19: Makrophagen und Leydig-Zellen mit plasmatischen Reaktionen /mm² bei drei 
verschiedenen Fixierungen mit TUNEL und Hämalaun in den Altersstufen 1 bis 100 pnd. Mittelwert. 

 

Bei Bouin-Fixierung ist diese Färbung eindeutig unspezifisch, da auch die 

Negativkontrolle diese Färbung aufweist.  
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4. Diskussion 

 

Die vorliegende Arbeit liefert eine kritische Studie über die  Aussagekraft der 

TUNEL-Methode für den Apoptosevorgang im Hoden der Wistarrate. Diese 

Dissertation vergleicht die Markierung der apoptotischen Zellen in Hoden von 

Wistarratten zwischen dem 1 und 100 postnatalen Tag, nach Auswertung der drei 

verschiedenen Fixierungsmethoden: Bouin, PLP und Paraformaldehyd.  

 

4.1 Die  TUNEL-Methode 

Ein Charakteristikum der Immunhistochemie ist der indirekte Nachweis von 

bestimmten Proteinen oder Strukturen, welche selbst als Antigen fungieren 

können oder denen ein Antigen angehangen wird, welches mittels eines 

markierten Antikörpers die Visualisierung der Zielstruktur ermöglicht. Bei der 

Apoptose wird die DNA im Zellkern gespalten, so dass 3‘-OH-Gruppen frei werden. 

An diese werden mittels einer Transferase markierte Nukleotide angehangen, an 

welche ein Farbstoff (hier DAB) binden kann, so dass sie wie in der vorliegenden 

Untersuchung lichtmikroskopisch dargestellt werden können. 

Bei der TUNEL-Methode sind die freien 3‘-OH-Gruppen (Nick ends) die 

Zielmoleküle. Die TdT (Terminal desoxynucleotidyl transferase) bindet daran 

markierte Nukleotide, das dUTP (Desoxy-Uridintriphosphat), welches mittels 

Diaminobenzidin visualisiert werden kann.  

In der Literatur wird diese TUNEL-Methode zur Darstellung der Apoptose sehr 

kontrovers diskutiert. Csizmadia et Csizmadia (2009) konnte zeigen, dass die 

Ergebnisse zum Teil von den verwendeten TUNEL Assay Kits abhängen und somit 

zu schlechteren oder auch mehrdeutigen Ergebnissen führen können. Labat-

Moleur et al. (1998) fand keine wesentlichen Unterschiede in den Ergebnissen 

zwischen den Kits.  
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Aber auch Grasl-Kraupp et al. (1995) erhielt zweifelhafte Befunde. In seinen 

Untersuchungen war nicht sicher zu unterscheiden, ob es sich wirklich um 

apoptotische oder nekrotische Zellen handelte. Loo (2011) konnte dies bestätigen. 

In seinen Versuchen konnte er TUNEL-positive Reaktionen in „ nicht-

apoptotischen Zellen, inklusive nekrotischen Zellen, Zellen mit laufenden DNA-

Reparaturen, mechanisch zerstörte Zellen und Zellen mit aktiven 

Transkriptionsvorgängen“ nachweisen, so dass er zu dem Schluss kommt, das 

TUNEL zum Nachweis von DNA-Fragmenten dienen kann, aber nicht sicher zum 

Nachweis von Apoptose. Auch Popvska et al. (1999) sowie Nishizaki et al. (1999) 

wiesen sowohl Apoptose als auch Nekrose nach.  

Hayashida et al. (2009) beobachtete in einer Untersuchung mitochondrialer DNA 

an Mäusehoden eine erhebliche plasmatische positive Reaktion, die die nukleäre 

noch überstieg, wobei das Zytoplasma häufig schlecht vom Zellkern abzugrenzen 

war. Ebenso konnte er TUNEL-positive Spermatozyten in der Metaphase 

nachweisen. Diese Beobachtung konnten wir ebenfalls machen. Auch in unseren 

Untersuchungen fanden sich meiotische Zellen mit positiver TUNEL-Reaktion.  

Frankfurt et Krishan (2001) zeigten, dass 90 – 100 % der untersuchten 

nekrotischen Zellen positive Reaktionen für TUNEL aufwiesen. Auch Barth et al. 

(2002) sah eine Darstellung der Apoptose allein mit der TUNEL-Methode sehr 

kritisch, so dass er für die Elektronenmikroskopie eine Kombination aus der 

TUNEL-Methode mit Nanogold entwickelte. Hierunter konnte eine deutlich bessere 

Visualisierung der apoptotischen Zellen, allerdings im Rattenhirn, beobachtet 

werden. Ob dies auch auf testikuläre Gewebe zutrifft, ist bis dato nicht untersucht. 

Auch Kelly et al. (2002) erhielten in den Untersuchungen zu Spezifität und 

Sensitivität sehr kritisch zu wertende Ergebnisse. So variierte die Sensitivität 

zwischen 60 und 91%, die Spezifität bewegte sich zwischen 87 und 70%.  

Dass mittels der TUNEL-Methode auch Proteine, die sich in räumlicher Nähe der 

DNA befinden, markiert werden, konnten Negoescu et al. (1998) zeigen. Sie wiesen 

nach, dass TUNEL mit sowohl mit kondensierter DNA als auch mit naheliegenden 

Eiweißen reagierte. Sie sehen in der Konsequenz jedoch keine Notwendigkeit zur 
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Modifikation der Methode selbst, sondern empfehlen eine Optimierung oder 

Änderung der Vorbehandlung.  

Später zeigte Frankfurt an Gefrierschnitten, dass optimale Ergebnisse durch 

vorheriges leichtes Erwärmen zu erzielen sind (2004). Die Vorbehandlung der 

Schnitte in der Mikrowelle scheint keinen relevanten Einfluss auf die Spezifität von 

Nachweismethoden zu haben. Negoescu et al. (1996) sowie Christina M. et al. 

(2006) kamen zu dem Schluss, dass die Vorbehandlung in der Mikrowelle in 

Zusammenspiel mit einem weiteren Marker, unabhängig von der Fixierung, die 

besten Ergebnisse liefere. Sanchez et al. (2002) fand keine Nachteile in einer 

vorangehenden Mikrowellenbehandlung und betrachtete die Zeitersparnis als 

ausschlagendgebendes Argument. Feirabend et Ploeger (1991) beobachteten keine 

Unterschiede zwischen in der Mikrowelle vorbehandelten Schnitten und im 

herkömmlichen Ofen erhitzten Geweben. Sie stellten dies an menschlichen 

Gehirnpräpataten fest. Noyan et al. (2000) konnten diese Ergebnisse auf die 

Rattenleber übertragen. Inwiefern dies auf den Rattenhoden zu übertragen ist, 

bleibt offen.  Login und Dvorak (1994) sehen die Vorbehandlung in der Mikrowelle 

sehr positiv, was in einer Versuchsreihe mit verschieden Erhitzungsmethoden 

untersucht wurde. Besonders hervorzuheben ist der logistische Vorteil bei 

zufriedenstellender Morphologie und guter Färbbarkeit. Leonhard und 

Shepardson (1994) untersuchten bei Mikrowellen-behandelten zudem die 

Abkühlungsmethoden bzw. eine Mikrowellenbehandlung ohne 

Temperaturerhöhung, was jedoch keine zufriedenstellenden Ergebnisse 

hervorbrachte.  Emerson et al. (2006) bestätigten die Gleichwertigkeit von 

Mikrowellenbehandlung und herkömmlichen Verfahren in Bezug auf Qualität 

sowie Intensität und immunohistochemischen Eigenschaften. Aus deren Sicht 

stellen immunohistochemische Untersuchungen keine Kontraindikationen für 

Behandlungen in der Mikrowelle dar. 

Dass die Dauer der Fixation einen Einfluss auf die Spezifität der TUNEL-Methode 

hat zeigte die Gruppe um Tamura et al. (2000). Sie stellten fest, dass das Einlegen 

in eine Fixierlösung deutlich bessere Ergebnisse in der Visualisierung 

apoptotischer Zellen ergibt, als eine einfache Perfusion, in deren Rahmen das 



 
51 

 

Gewebe oder das Organ nur kurz mit der Fixierlösung in Kontakt kommt und somit 

nur unzureichend eindringen kann.  

Labat-Moleur et al. (1998) verzichtete auf die Blockade der endogenen Peroxidase 

mit H2O2, da sie die „TdT-Aktivität schwächt (Migheli et al. 1995) und DNA-Brüche 

hervorrufen kann (Wijsmann et al. 1993)“.  

Tateyama et al. (1998) kam im Rahmen einer methodenkritischen Arbeit zu dem 

Ergebnis, dass die Dauer der Fixierung einen erheblichen Einfluss auf die Qualität 

der Ergebnisse hat. Je länger die Fixierung dauerte, desto höher war die Anzahl an 

positiven Zellen. Stähelin et al. (1998) beobachtete an Lebergewebe, dass die 

Anzahl der positiven Zellen abhängig von der Einwirkdauer der Proteinase K ist. 

Um diesem Effekt entgegenzuwirken wurden die Schnitte mit Diethyl-

Pyrocarbonate (DEPC) vorbehandelt. Als Ursache werden endogene Nukleasen in 

den Hepatocyten genannt, die mittels der Vorbehandlung blockiert werden sollen. 

Die Anzahl der falsch positiv markierten Zellen konnte somit erheblich reduziert 

werden. Hier reiht sich auch die Arbeit von Dorandeu et Lorin de la Grandmaison 

(2013) ein, die diesen Aspekt aus forensischer Sicht an Hautzellen untersuchten 

und feststellten, dass mit zunehmender postnataler Bearbeitungsdauer die Anzahl 

der nachgewiesenen Apoptosen stieg, und somit diese Methode in der forensischen 

Pathologie sehr kritisch betrachten. Dass die Bearbeitungszeit und die 

angewendeten Verfahren zur Fixierung keinen Einfluss auf die Morphologie haben 

sollen, ergaben Untersuchungen der Gruppe um Sekoni et al. (1981) an 

Bullensperma. Allerdings sind diese Aussagen mehr als 30 Jahre alt und 

entsprechen dem damaligen Stand der Technik und Wissenschaft und sind mit den 

heutigen Möglichkeiten und dem aktuellen Wissensstand nicht mehr haltbar.  

Auch die Einbettung hat einen erheblichen Einfluss auf die Morphologie der 

Präparate. So konnte van der Steen et al. (1992) bereits früh an Lebergewebe 

zeigen, dass Kryostat-Schnitte eine besser erhaltene Morphologie aufweisen als in 

Paraffin eingebettete Organe und Gewebe. Selbst alkoholfixierte Präparate wiesen 

in dieser Untersuchung eine bessere morphologische Qualität als Paraffinschnitte 

auf. Vergleichbare Ergebnisse erzielte die Gruppe um Reith et al. bereits 1984. 
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Dass die aus dem Fixans resultierende Gewebequalität die histologischen und 

histochemischen Eigenschaften eines Präparates bedingt, bewiesen Mekota et 

Vermehren in 2005. Ebenso konnten sie an Knorpel, Haut und Plazenta 

nachweisen, dass die Ergebnisse gewebespezifisch sind. 

Dutta et al. (2012) konnte nachweisen, dass die Umgebungstemperatur, unter 

welcher die Fixierung mit TUNEL erfolgt, einen Einfluss auf das Färbeverhalten 

und die daraus resultierenden Ergebnisse hat. Bei Raumtemperatur wurden mehr 

TUNEL-positive Zellen festgestellt als bei einer Fixierungstemperatur von 4° 

Celsius. Diese Untersuchung wurde sowohl an Bouin-fixierten Testes als auch an 

Hoden, die mit modifiziertem Davidson’s Fluid fixiert wurden, durchgeführt. Die 

besten Ergebnisse mit minimalen falsch positiven TUNEL-Reaktionen waren bei 

den Präparaten mit modifiziertem Davidson’s Fluid bei 4° Celsius 

Umgebungstemperatur zu beobachten. 

Auch Tateyama et al. (1998) konnte optimale Ergebnisse bei einer Vorfixierung bei 

4° Celsius bestätigen.  Die Organe wurden bis zu 72 Stunden bei 4° Celsius gelagert 

und im Folgenden bis zu 3 Wochen in der Fixierlösung aufbewahrt. Anschließend 

sollten die apoptotischen Zellen mittels TUNEL visualisiert werden. Es konnte 

gezeigt werden, dass je länger die Vorfixierung dauerte die unspezifischen 

zytoplasmatischen Reaktionen deutlich zunahmen. Sie kamen zu dem Schluss, dass 

eine Vorfixierung einen Zeitraum von zwei Stunden nicht überschreiten sollte, um 

aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten.  

Latendresse et al. (2002) untersuchte den Einfluss von der Fixierlösung Bouin im 

Vergleich zu herkömmlichem Davidson’s Fluid an Augen und Hoden. Die Kriterien 

waren die Qualität der Morphologie sowie die Spezifität der histochemischen  und 

immunhistochemischen Nachweisverfahren. Hierbei zeigte sich, dass die 

Ergebnisse mit Davidson’s Fluid die Qualität der Augenpräparate in allen Punkten 

übertraf. Vergleichbare Resultate konnten auch für die Hodenpräparate erzielt 

werden.  

Im gleichen Jahr wurde eine Arbeit zum generellen Einfluss der Fixierung auf die 

morphologischen und histochemischen Ergebnisse angefertigt (Srinivasan et al. 
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2002). Bereits zu Beginn der Untersuchung wird es als allgemeingültig betrachtet, 

dass es nicht die EINE Fixierung gibt, welche alle gewünschten und benötigten 

Eigenschaften besitzt und somit stets Kompromisse notwendig sein werden. Es 

wurden die unter anderem die Interaktionen von Formaldehyd mit RNA und DNA 

an Gefrierschnitten und an in Formaldehyd fixierten, betrachtet. Es konnte gezeigt 

werden, dass Formaldehyd sich an die CH2OH-Gruppen bindet. Zudem nahm die 

Fixierung Einfluss auf die Bindung zwischen Aminogruppen und konnte freie 

Aminogruppen erzeugen. Weiterhin wurden Verzögerungen in der Bildung von 

Phosphodiester-Brücken beobachtet. Auch bei den Untersuchungen an RNA 

konnten Bindungen an CH2OH-Gruppen nachgewiesen werden. Ergänzend wurden 

Strukturveränderungen der Einzelstrang-RNA festgestellt. Im Weiteren wurde 

nachgewiesen, dass diese Veränderungen abhängig sind von der Konzentration des 

Formaldehyds sowie der Temperatur der Fixierlösung und vom pH-Wert. Zu 

ähnlichen Ergebnissen kamen auch Malmi und Söderström (1988), die 

verschiedene Eiweiße in Rattenhoden in unterschiedlichen Fixierungen 

untersuchten.  

Im Rahmen von vergleichenden Untersuchungen bzw. bei Untersuchungen von 

speziellen Antigenen und gleichzeitiger Darstellung der Apoptose ist auch die 

Reihenfolge der Nachweisverfahren zu beachten, da manche Antigene die 

Inkubation bei 37 °C nicht überstehen können (Sweeney et al. 2012).  

Ergänzend konnten Suzuki et al. (2012) nachweisen, dass bei der TUNEL-Methode 

das Waschen mit fließendem Wasser, unabhängig von der Dauer, keinen Einfluss 

auf das Färbeverhalten und die Morphologie hat. 
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4.2 Interpretation und Diskussion der Ergebnisse 

Fixierungen beeinflussen die Morphologie und auch die Spezifität von 

Färbemethoden von Präparaten. „Formalin konserviert Form, Farbe und Struktur 

der Präparate sehr gut und durchdringt auch größere Präparate. Fette und Lipoide 

bleiben gut erhalten.“, (Zitat aus Mulisch et Welsch 2010). Pikrinsäure ermöglicht 

ein besseres Eindringen des Formalins, Ethanol führt zu Schrumpfungen. 

Dass Fixierungen einen erheblichen Einfluss auf die Morphologie der zu 

untersuchenden Gewebe haben, zeigte auch die Gruppe um Tu et al. (2011). Sie 

untersuchten Rattenhoden einer unbenannten Altersstufe hinsichtlich ihrer 

Reaktionen und ihres Verhalten auf die Fixierung mit 4%igem Paraformaldehyd, 

Davidson‘s fluid und Bouin. Ähnlich der vorliegenden Untersuchung beobachteten 

sie artefizielle Schrumpfungen, „insbesondere zwischen den Epithelzellen der 

Tubuli seminiferi“ (Tu et al. 2011) bei den Paraformaldehyd-fixierten Organen. 

Ergänzend konnten sie dies aber in deutlich schwächerer Ausprägung auch in 

Bouin-fixierten Hoden nachweisen. In Präparaten, welche mit Davidson‘s fluid 

fixiert wurden, war keine Schrumpfung der Epithelzellen ersichtlich. Jedoch 

wurden auch hier Artefakte im Interstitium beobachtet. Sie führten die 

höherwertige morphologische Qualität in Bouin und Davidson‘s fluid auf Eisessig 

zurück, da er schnell eindringt und die Nukleinsäuren stabilisiert. 

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in den Bouin-fixierten Schnitten nur 

minimale Schrumpfungsartefakte. Paraformaldehyd- und PLP-fixierte Präparate 

weisen analog zu den Ergebnissen von Tu et al. (2011) sowie Kiyozuka et al. 

(1999) deutlichere artefizielle Veränderungen und Schrumpfungen auf; 

Paraformaldehyd wesentlich stärker als PLP. Weiterhin fiel ebenfalls auf, dass die 

Kernstrukturen in Paraformaldehyd wesentlich schlechter zu beurteilen sind als in 

den beiden anderen Fixierungen. 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Aussagekraft der TUNEL-Methode von 

der Fixierung abhängig ist. Die Befunde ergeben zum Teil signifikante 

Unterschiede in den Aussagen über die apoptotischen Vorgänge. Die nukleären 

Reaktionen innerhalb der Tubuli sind in allen drei verwendeten Fixierungen 



 
55 

 

annähernd gleich, wobei sich eine gesteigerte Anzahl apoptotischer Zellen 

zwischen dem 15 und 35 pnd abzeichnet. Dies könnte eine physiologisch erhöhte 

Rate an Apoptosen in Keimzellen oder auch Sertoli Zellen bestätigen, die innerhalb 

der ersten drei postnatalen Wochen auftritt. (Sofikitis et al. 2006) Ähnliche 

Ergebnisse erzielten Watanabe et al. (2007) an Ratten, die einen Vitamin-B12-

Mangel aufwiesen. Hierbei fanden sich die meisten apoptotischen TUNEL-positiven 

Zellen um den 21. pnd. 

Plasmatische Reaktionen innerhalb der Tubuli sind fast ausschließlich bei Bouin-

fixierten Organen zu beobachten. Hier stellt sich die Frage, ob es sich um falsch 

positive Ergebnisse handelt. Möglicherweise binden die zugefügten Nukleotide 

auch an freie 3‘-Hydroxylgruppen der RNA, die sich im Zytoplasma befindet. Eine 

weitere Möglichkeit ist die Bindung an mitochondriale DNA. Dies könnte darauf 

hindeuten, dass in den Zellen mit einer plasmatischen Reaktion ein erhöhter 

Stoffwechsel stattfindet, wie zum Beispiel bei Differenzierungsprozessen. Dies 

würde die Gipfel direkt postnatal am ersten Postnataltag und um den 25 bis 30 

pnd erklären. Auch Wijsman et al. (1993) konnten plasmatische Reaktionen 

beobachten und nicht sicher als spezifisch oder artefiziell einordnen. Sie 

beschrieben bereits eine Reihe von möglichen Ursachen für artefiziell positive 

Reaktionen, die in der Fixierung und Vorbehandlung der Schnitte begründet sind. 

Murgia et al. (1992) konnte nachweisen, dass während der Apoptose 

mitochondriale DNA nicht fragmentiert wird und somit auch keine freien 

Hydroxylgruppen vorhanden wären, woran die Marker gebunden werden könnten. 

Tepper und Studzinski konnten dies 2004 bestätigen. Sie fanden heraus, dass bei 

Nekrosen mitochondriale und nukleäre DNA gleichermaßen abgebaut werden, 

jedoch nicht bei Apoptosen. Hieraus ergibt sich die Frage, ob nicht eventuell auch 

nekrotische Zellen angefärbt wurden. 

In den Negativkontrollen der einzelnen Fixierungen zeigten sich sehr 

unterschiedliche Ergebnisse. In Bouin-fixierten Präparaten fanden sich durchweg 

scheinbar unspezifische plasmatische Anfärbungen der interstitiellen Zellen. In 

den PLP-fixierten Hoden und den Präparaten, welche mittels Paraformaldehyd 

fixiert wurden, wiesen die Negativkontrollen ein weitestgehend sauberes Bild 
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ohne unspezifische Hintergrundfärbungen oder ungewollte scheinbar positive 

Reaktionen auf. 

Interstitiell wurden die Ergebnisse nach Fibroblasten und Makrophagen/Leydig-

Zellen getrennt quantifiziert. Nukleäre Reaktionen in Fibroblasten sind fast 

ausschließlich in Paraformaldehyd-fixierten Präparaten zu beobachten und 

plasmatische hingegen fast nur in Bouin-fixierten. PLP-Schnitte zeigen keinerlei 

Reaktion. Auch hier stellt sich die Frage, ob es sich möglicherweise um falsch 

positive oder auch falsch negative Ergebnisse handeln könnte, die auf den 

Einflüssen der Fixierung auf die Gewebe beruhen könnten.  

Sowohl die nukleären als auch die plasmatischen Reaktionen in Makrophagen und 

Leydig-Zellen sind ebenfalls fast ausschließlich in Bouin-fixierten Präparaten 

nachzuweisen.  

Auch bei den scheinbar signifikanten positiven Reaktionen in den mitotischen 

Zellen stellt sich die Frage nach falsch positiven Ergebnissen. Wijsman et al. 

betrachteten 1993 Zellen mit kondensiertem Chromatin und TUNEL-positiver 

Reaktion eindeutig als apoptotisch, bemerkten aber auch, dass prinzipiell alle 

DNA-Brüche dargestellt werden könnten, unabhängig ihrer Ursache.  Auch Gobe 

(2009) sieht die alleinige Darstellung der Apoptose mittels TUNEL als kritisch, 

obwohl er dies nicht an Hoden, sondern an Nierengewebe untersuchte. 

Andererseits könnte es sich auch um Zellen handeln, bei denen innerhalb des 

Zellteilungsprozesses Fehler aufgetreten sind. Diese Fehler könnten bei 

Fortführung der Mitose oder ggf. auch Meiose zur Ausbildung von 

funktionsunfähigen oder fehlfunktionierenden Zellen führen. Sollten solche Fehler 

im Rahmen von intrazellulären Prüfprozessen erkannt werden, könnten in den 

betroffenen Zellen apoptotische Abbauprozesse initiiert werden, die die positive 

Kernreaktion erklären würden, wie auch Yagi et al. (2006) anmerken.  

Auffällig ist zudem, dass die scheinbar positiven mitotischen tubulären Zellen sich 

in allen drei Fixierungen meist in der Meta- oder Prophase befinden und die 

Häufungen um den 30 pnd liegen. Kon (2005) wies nach, dass es in der Metaphase 
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eine „metaphase specific apoptosis“ in meiotischen Spermatozyten gibt. Dies 

entspricht dem Zeitpunkt der Geschlechtsreife bei Ratten, so dass die beginnende 

Spermatogenese möglicherweise mit einer höheren Rate an Fehlbildungen 

einhergeht. Es ist denkbar, dass es im Rahmen von intrazellulären Prüfprozessen 

bei der Zellteilung zu einer Arretierung des Zellzyklus kommt, weil irreparable 

Schäden aufgetreten sind und die veränderten Zellen aussortiert werden müssen. 

So könnte zum Beispiel über p53 die Apoptose eingeleitet werden. Vaseva et al. 

(2012) konnten diesen Vorgang nachweisen. Weiterhin ist es möglich, dass 

fehlfunktionierende und funktionsuntüchtige Spermatocyten erst zu diesem 

Zeitpunkt auffallen und eliminiert werden. Ein weiterer Aspekt ist, dass es post-

mortem im Rattenhoden zu einer Verklumpung des Chromatins in Leydig Zellen 

kommt. Bryant et Boekelheide (2007) zeigten in Untersuchungen an Rattenhoden, 

die post-mortem 12, 24, 36 und 48 Stunden bei Raumtemperatur gelagert wurden, 

dass bereits nach 12 Stunden eine signifikante Kondensation zu beobachten war. 

Dies betraf nicht nur das Chromatin in Leydig Zellen, sondern konnte auch in den 

Sertoli-Zellen und den Spermatogonien nachgewiesen werden. Es bleibt jedoch 

offen wann dieser Prozess eintritt, möglicherweise auch schon deutlich früher. 

 

4.3 Schlussfolgerungen 

 

Die vorliegenden Ergebnisse führen zu folgenden Schlussfolgerungen: 

 

1. Die TUNEL-Methode sollte nicht als einzige Methode oder als 

Hauptmethode zum Nachweis der Apoptose in morphologischen 

Untersuchungen des Testis‘ verwendet werden. Die Anwendung der 

TUNEL-Methode kann als ergänzendes Nachweisverfahren in Betracht 

gezogen werden.  

 

2. Die Auswahl der Fixierungsmethode ist maßgebend für die 

Befunderhebung. Dies bedeutet auch, dass die Befunde aus einer Studie 



 
58 

 

nicht auf eine andere Studie übertragen werden können. Dieser Aspekt 

kann die Anwendbarkeit der TUNEL-Methode erheblich einschränken. 

 

3. Der gemeinsame Befund in allen drei Fixierungen über die Anzahl der 

nukleären Reaktionen in den Zellen der Tubuli seminiferi zwischen dem 15. 

und 35. Postnataltag deutet auf eine gesteigerte Apoptose dieser Zellen in 

der postnatalen Phase hin. Darüber hinaus erlauben die Befunde keine 

weitere Feststellung zur altersabhängigen Änderung im Apoptoseverhalten 

der testikulären Zellen. 

 

4.4 Ausblick 

 

1. Zur Verbesserung der Spezifität der TUNEL-Methode sollten vergleichbare 

Untersuchungen an anderen Geweben mit gesicherten Kenntnissen der 

proliferativen und apoptotischen Abläufe durchgeführt werden. 

 

2. Zudem sollten vergleichende Kontrollversuche mit anderen, die Apoptose 

nachweisenden Markern/Methoden, evtl. auch in Kombination mit TUNEL, 

erfolgen. 

 

3. Weiterhin wären Versuche in Kombination mit anderen Färbungen, die die 

nukleären Strukturen besser darstellen (zum Beispiel Hämalaun von 

Giessen) durchzuführen. 

 

4. Auch in Versuchen mit anderen Fixierungsmethoden können Spezifität und 

Sensitivität gesteigert werden. 

 

5. Zur weiteren Optimierung der Ergebnisse sollten Kontrolluntersuchung mit 

einer Modifizierung der TUNEL-Methode mit Dampfgarer statt Mikrowelle 

oder Vorbehandlung in einer feuchten Kammer, wie vom Hersteller im 

Beipackzettel ergänzend als Alternativen angegeben, erfolgen. 
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6. Es stellt sich die Frage, ob es sich bei den TUNEL-positiven mitotischen 

Zellen wirklich um apoptotische Zellen handelt oder ob es falsch positive 

Ergebnisse sind. Hierfür wären Untersuchungen notwendig, die sowohl die 

Apoptose als auch proliferative Vorgänge darstellen, ähnlich wie D’Andrea 

et al. dies bereits 2010 im Rahmen von toxischen Untersuchungen 

durchführten bzw. in Anlehnung an die Untersuchungen von Perry et al. 

(1997), die dem zeitgleichen Nachweis von Apoptose und Nekrose 

nachgingen. 

 

7. Weiterhin ist unklar, ob es sich bei den plasmatisch positiven Reaktionen 

möglicherweise um mitochondriale DNA handelt. Grundsätzlich muss die 

Aussage kritisch überprüft werden, ob die Darstellung der DNA-Fragmente 

gleichzeitig die Darstellung der Apoptose bedeutet. 
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